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ABS            absorbance 
ADP            adenosine 5’-diphosphate 
ATP            adenosine 5’-triphosphate 
ANOVA         analysis of variance 
BSA         bovine serum albumin 
BMMC          bone marrow-derived mast cell 
bp              base pair 
CD47           cluster of differentiation 47 
Da              dalton 
DAG            diacylglycerol 
DEPC           diethylpyrocarbonate 
DFMO          difluoromethylornithine 
DMSO          dimethyl sulfoxide 
DNP            2,4-dinitrophenol 
EDTA           ethylenediaminetetraacetate 
EGTA           ethylene glycol bis(2-aminoethyl Ether)-N,N,N',N'-tetraacetate 
FACS           fluorescence activated cell sorting 
FBS  fetal bovine serum 
FcεRI           Fc ε receptor I 
FITC            fluorescein isothiocyanate 
GABA           γ-aminobutyric acid 
GAD            glutamate decarboxylase 
G3PDH          glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GST            glutathione S-transferase 
HEPES          4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
HPLC           high performance liquid chromatography 
HSA            human serum albumin 
IgE             immunoglobulin E 
IgG             immunoglobulin G 
 
 
2 
IL-3             interleukin 3 
IP3             inositol trisphosphate 
IPTG            isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 
LAMP          lysosomal-associated membrane protein 
LB              Lysogeny Broth (Luria-Bertani) 
lysoPS           lysophosphatidylserine 
mAb            monoclonal antibody 
mRNA          messenger RNA 
MOPS           3-(N-morpholino)propanesulfonic acid 
NMDA          N-methyl-D-aspartic acid 
NSF              N-ethylmaleimide-sensitive factor 
O.D.            optical density 
ODC            ornithine decarboxylase 
PBS             phosphate buffered saline 
PCR             polymerase chain reaction 
PE              phycoerythrin 
PKC            protein kinase C 
PMSF           phenylmetylsulfonyl fluoride 
RPMC           rat peritoneal mast cell 
RPMI           Roswell Park Memorial Institute 
RT-PCR         reverse transcription polymerase chain reaction 
RNA            ribonucleic acid 
RNAi           RNA interference 
SCF             stem cell factor 
SDS             sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE      sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
siRNA          small interfering RNA 
SLC            solute carrier  
SMS            spermine synthase 
SNARE         soluble NSF-attachment protein receptor 
SRM            spermidine synthase 
TBS            Tris-buffered saline 
 
 
3 
TCA            trichloroacetic acid 
Tris             tris (hydroxymethyl) aminomethane 
TRP            transient receptor potential 
VAChT          vesicular acetylcholine transporter 
VAMP          vesicle-associated membrane protein 
V-ATPase        vacuolar-type H+-ATPase 
VMAT          vesicular monoamine transporter 
VPAT           vesicular polyamine transporter 
v-SNARE        vesicle SNARE 
 
Ǔ˨ĨĤ 
A               adenine                     G               guanine 
C               cytosine                     T               thymine 
 
Mu˨ 
A               alanine                   M               methionine 
C               cysteine                  N                asparagine 
D               aspartic acid              P                proline 
E              glutamic acid              Q                glutamine 
F               phenylalanine             R                arginine  
G               glycine                     S                serine 
H               histidine                  T                threonine 
 I               isoleucine                W               tryptophan 
K               lysine                     Y                tyrosine 
L               leucine                 
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7図 1. マスト細胞の開口放出機構
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図 2. マスト細胞とポリアミン
スペルミン
スペルミジン
開口放出
ヒスタミン
抗原
高親和性 IgE受容体 IgE
放出
抗原によりマスト細胞膜上の高親和性 IgE受容体が架橋されると、細胞内シグ
ナルカスケードが活性化され、細胞内 Ca2+濃度の上昇を介して開口放出が引き
起こされる。
マスト細胞においてスペルミンとスペルミジンは分泌顆粒内に蓄積すること、
スペルミジンは抗原刺激により開口放出されることが明らかになっていた。
また、細胞外に添加したスペルミンは、抗原非依存的にマスト細胞からのヒ
スタミン放出を惹起することが明らかになっていた。
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図 3. ポリアミンの生合成経路
代表的なポリアミンであるプトレスシン、スペルミジン、スペルミンは、オル
ニチンを前駆体として順に生合成される。
図 4. 本研究の目的
本研究では、マスト細胞における分泌顆粒内へのポリアミン濃縮機構の解明を
+(                         )
+(                           )
+(                                      )
+(                                                  )
図 6. SLC18 ファミリーの系統樹
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図 5. VPAT のポリアミン濃縮機構
H+ H+ H+
H+V-ATPase
ポリアミン
（スペルミジン、スペルミン）
VPAT
化学伝達調節
受容体
H+
ATP ADP
試みた。また、ポリアミン濃縮を司る分子実体が、ポリアミン放出に関与するか
どうか調べた。さらに、VPAT に着目することで、マスト細胞から放出されたポ
リアミンがヒスタミン放出に関与するかどうか検証した。
VPAT は、V-ATPase が ATP の加水分解のエネルギーにより形成した H+ 濃度勾配
を駆動力として、H+ との対向輸送によってポリアミンを分泌小胞内へと輸送する。
Clustal Xソフトウェアを用いてSLC18ファミリートランスポーターを解析した（29）。
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 coɣɿ6Əøʴʾ4Źʤ3̚ʧēž IgEāń¸̝FcεRI̞1
īǦÜñ
4ŭ̊Jü<$šɣɿĚĸ̝ stem cell factor
SCF 5̞āń¸0F CD117̝ c-kit̞
JȭȚ"/E
GD6coɣɿ5U1"/ȠDGFGD5
U5ȭȚJ
|_Ooo4/ʩǋ"* 
 BMMCsJęÿ"
700×g
ŜȄ0 3Ü˳ˡŸ"*10 mL5 staining buffer [7.7 
mM sodium azide
2% FBS
PBS]4ƇȌ"
700×g
ŜȄ0 3Ü˳ˡŸ"*Staining 
buffer0ǵ
1×106 cells/mL13FC4 staining buffer4ÖƇȌ"/ 1 mL %
. 2ǆ4Üǳ"*Ű
1,600×g
4ºC0 5Ü˳ˡŸ"*16.7 µg/mL rat anti-mouse 
CD16/CD32̝FcγRIII/FcγRII̞Ə¸̝clone; 2.4G2
BD̞JČ? staining buffer0
ÖƇȌ"
Ǭ4 10 Ü˳̅ɱ"/ Fc āń¸J}kWZ"*12.5 µg/mL 
mouse monoclonal anti-dinitrophenyl IgEƏ¸̝clone; SPE-7
sigma̞Jë/Ǭ
4 50Ü˳̅ɱ"
coɣɿʟ̇4ȭȚ"/FFcεRI4ɧĉ!&*1,600×g

4ºC0 3Ü˳ˡŸŰ
staining buffer0ÖƇȌ"
1,200×g
4ºC0 3Ü˳ˡŸ"*
2.5 µg/mL FITCǛʾ rat anti-mouse IgE IgG1,κƏ¸̝ clone; R35-72
BD 1̞ 1 µg/mL 
PEǛʾ rat anti-mouse CD117̝ c-Kit I̞gG2b,κƏ¸̝ clone; 2B8
BD J̞Č? staining 
buffer0ÖƇȌ"Ǭ4 25Ü˳̅ɱ"*Ű
1,600×g
4ºC0 3Ü˳ˡŸ"*
tVmN}]o46 2.5 µg/mL FITCǛʾ rat IgG1,κƏ¸̝clone; R3-34

BD̞1 1 µg/mL PEǛʾ rat IgG2b,κƏ¸̝clone; A95-1
BD̞JȠ*Staining 
buffer0ǵ
ˡŸ̝4,000 rpm
3Ü˳
4̞"*500 µL5 staining buffer0
ÖƇȌ"
1 mL5 staining bufferJë* FACS tube4ɣɿƇȌǽJë*Ű

ǤɣɿJǛʾ$F*@4 50 µg/mL propidium iodide̝sigma̞JȀë"/ FACS 
Calibur̝BD̞0ʩǋ"*93%¯U˺ž5ɣɿJĿ̗4Ƞ*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2-2. VPATˤ³ĸ5ȭȚʩǋ  
2-2-1̞Total RNA5ʻʢ  
 1×107 cells5 BMMCsF6 1×106 cells5 RPMCsJ PBS(-)4ƇȌ"/ęÿ
"*400×g
ŜȄ0 3Ü˳ˡŸŰ
1 mL5 ISOGEN̝rkb̞4ÖƇ
Ȍ"
ŜȄ0 5Ü˳̅ɱ"*200 µL5 chloroformJë/ǿē"*ŰŜȄ0
3 Ü˳̅ɱ"
12,000×g
4ºC 0 15 Ü˳ˡŸ"*ǫŕJęÿ"
500 µL 5
isopropanol Jë/ǿē"*Ű
40 10 Ü˳̅ɱ"
12,000×g
4ºC 0 10 Ü
˳ˡŸ"*1 mL5 80% ethanol0̠Ťǵ-*Ű
ȁJĽÒ4˹
DEPCÚ
Ȝ"*ˈɟǫ4ƇȌ"/ total RNAJŲ* 
 
2-2-2̞Total RNA5ɜʢ  
 RNeasy mini kit̝QIAGEN̞JȠ*ʻʢ"* total RNA4 DNase I buffer

400 U/mL Ribonuclease inhibitor
200 U/mL DNase IJȀë"
37ºC0 30Ü˳O
Wo"*DEPCÚȜ"*ˈɟǫ0 2Æś˩"
350 µL5 RLT buffer
Jë/ǿē"*250 µL5 100% ethanolJë
RNeasyc{U4Îĩ
"/16,000×g
ŜȄ015Ɇ˳ˡŸ"*500 µL5RPE bufferJȀë"
16,000×g

ŜȄ02Ü˳ˡŸ"*RNase free waterJȀë"/ŜȄ01Ü˳̅ɱŰ
16,000×g

ŜȄ0 1Ü˳ˡŸ"
ɜʢ total RNAJŲ* 
 
2-2-3̞˔ˋ×þŻ  
 Transctiptase kit̝Toyobo̞JȠ/
ɜʢ"* total RNA 1 µgJ 37ºC0 15Ü
˳
85ºC0 5Ɇ˳þŻ!&
˔ˋ×þŻJʝ-* 
 
2-2-4̞PCRþŻ  
 ˔ˋ×þŻȟȕ1 µL4PCRþŻǽ [0.4 µM ec/Mjec~O

SYBR Premix ExTaq II
ROX refference Dye̝hUwOT̞]JȀë"/ÒˬJ
20 µL1"*PCRþŻ46 StepOnePlus̝Applied Biosystems̞JȠ
95ºC0
30Ɇ˳þŻ!&*Ű
95ºC 0 5Ɇ˳
60ºC 0 30Ɇ˳5_OYJ 35-40ęʝ

!D4(5Ű 95ºC 0 5Ɇ˳
60ºC 0 30Ɇ˳
95ºC0 15Ɇ˳þŻ!&* 
bmN}]o46
whole brainȢǉ total RNA5˔ˋ×ȟȕJȠ* 
ȶȰȟȕ5īŝ4Ƞ*~O1(5īŝȟȕ˰̝bp̞6¯4ʭ"*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  mVPAT ̝179 bp̞ 
    ec       5’-TCGAGTGGGCAGCAGCTATG-3’ 
    Mjec    5’-CCAGAGCTCTCAAGGCTAGGTGTC-3’ 
  mVMAT1̝123 bp̞ 
    ec       5’-GGACAATATGCTGCTCACTGTGG-3’ 
    Mjec    5’-GTGAGAGCTTGCTGGGAGCTTAC-3’ 
  mVMAT2̝141 bp̞ 
    ec       5’-TACGGACTCATCGCTCCCAAC-3’ 
    Mjec    5’-GGCTACATCTGCAATGGCATACAC-3’ 
  mG3PDH̝150 bp̞ 
    ec              5’-TGTGTCCGTCGTGGATCTG-3’ 
     Mjec        5’-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-3’ 
  rVPAT̝126 bp̞ 
    ec       5’-ACGGAATAAGTACGCTGGGACTTG-3’ 
    Mjec    5’-TAGCTGCTGCCCACTCGAAAC-3’ 
  rVMAT1̝137 bp̞ 
    ec       5’-TTGGCTCATGGTCATCATTGG-3’ 
    Mjec    5’-CTGTGTACATCTGGGTCTCTGTGG-3’ 
  rVMAT2̝116 bp̞ 
    ec       5’-CCTTCGAAGTCCACCTGCTAA-3’ 
    Mjec    5’-CATCACCGATGGGATATGACTG-3’ 
  rG3PDH̝150 bp̞ 
    ec              5’-TGTGTCCGTCGTGGATCTG-3’ 
     Mjec        5’-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-3’ 
 
2-2-5̞MYMp\̂ǪǴï  
 PCRþŻȟȕ4 Loading buffer̝ hUwOT̞JȀë"
5%MYM
p\̂ǪǴïJʝ-*ǴïŰ5\J ethidium bromide0 15Ü˳ǐʑ"
*Ű
UVJȠ/aZqJǗÛ"*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2-3. Əʜȁ5ºʢ  
2-3-1̞ƏøȠ~jpȭȚYh5ºʢ1ƏøȠ~jp5ʻʢ  
 VPAT F6cĉƈ˧ɡˤ³ĸ5˦Ý5˥J GST ʛĉhxY
˄ȭȚȠYh0F pGEX4T2̝ GEc[M 4̞
TakaRa Ligation Kit̝ h
UwOT̞JȠ/ŎÑ"*ŎÑ"*~jp˦Ý6ʭ4Ɂ"*VPAT
~jp5Mu˨˦Ý46
Ò˰˦Ý5, C ǅɏ5ĄȈž˥´JȠ*
C43ıʇʔǒ4yoakYǱJȠ/Ŭ˄ˋƟ"
50 µg/mL ampicillinJČ
? LBģĠ0 O.D.600 nmɞ 0.543F=0 37ºC0ģ̕"*ɤȍŤ 1 mM1
3FC4 IPTGJë/ 37ºC0 3ƺ˳ģ̕"
ȶȰ5~jp5ȭȚJʵŎ
"*GJ 4,000×g
4ºC0 15Ü˳ˡŸ"/˾ʔ"
ǮȊȕJ sonication buffer 
[ 50 mM Tris/HCl pH 8.0
50 mM NaCl
1 mM EDTA
2 mM PMSF
10 µg/mL 
leupeptin
10 µg/mL pepstatin A ]4ÖƇȌ"/
ˈ ̉ǲȾȽǱ̝ TOMY Tip Sonicator 
UD-200
Output 4
30 Ɇ˳×8 ę̞JȠ/Ⱦʔ"*ɤȍŤ 1%13FC4 
Triton X-100Jë
Ǭ4 5Ü˳̅ɱ"/ĄȈñ"*GJ 40,000×g
4ºC
0 30Ü˳ˡŸ"
ȁJ Glutathione Sepharose 4Bb̝ GE Healthcare ̞ 1 mL
Ñ-*U4Ɉ"
4ºC0ƻƣƓ"/čȹ!&*30 mL5 PBST [ 140 mM 
NaCl
2.7 mM KCl
10 mM Na2HPO4
1.8 mM KH2PO4
0.5% Triton X-100 ] 0 3
ęǵ
20 mM glutathioneJČ? PBSTJ 10 mLë/ȶȰ5~jpJȈÛ
"* 
 
̢ƏøȠ~jp5Mu˨˦Ý̤ 
Pc VPAT̡E429-T457 
EDSTARRRSKAQNSLGTEEERAALLPNDT 
 
Pccĉƈ˧ɡ̡A171-P366 
AESDLAYTRAIMGSGKEDYTGKDVLILGGGDGGILCEIVKLKPKMVTMVEIDQ
MVIDGCKKYMRRTCGDVLDNLRGDCYQVLIEDCIPVLKMYAKEGREFDYVIN
DLTAVPISTSPEEDSTWDFLRLILDLSMKVLKQDGKYFTQGNCVNLTEALSLYE
EQLGRLYCPVEFSKEIVCVPSYLELWVFYTVWKKAKP 
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2-3-2̞P_XƏPc VPATʜȁ
koƏPccĉƈ˧ɡ  
   ̝SMS̞ʜȁ5ºʢ  
 Ə VPATʜȁ5ºʢ06
ƏøȠ~jp 1 mg1ɓńˬ̝300-400 µL̞5
Freund’s complete adjuvant̝GIBCO̞J
23GǳōˮJ­*ab0ǿ'
/£ñ!&
ƶǆȮP_X̝c
22.2 kg̞4ȲƎ"*Ƴ
Əc
ĉƈ˧ɡʜȁ5ºʢ06
ƏøȠ~jp 0.4 mg1ɓńˬ̝150-200 
µL̞5 Freund’s complete adjuvantJ£ñ!&
Wister/STko ̝Tc
6˚
̛̞5ıʉ4ɔǳ"*2 ˚˳Ű4AĊǙ4Ǝ"*(5Ű6 Freund’s 
incomplete adjuvant1ǿ'/£ñ!&*ƏøȠ~jp 1 mg̝ P_X̞F
6 0.4 mg̝ko̞J 1˚˳4ɞ 2ǀ˳Ǝ"*P_X6ɹ5̅ʂ
D
ko6ŸʌDʜǽJƚĀ"
37ºC 0 1 ƺ˳ÃȄ"*Ű
4ºC 0
ƻ̅ɱ"
7,500×g
4ºC0 10Ü˳ˡŸ"/ȁJęÿ"
Əʜȁ1"*Ə
VPATʜȁ6
PRch}koǱ4CE
HishZJʛĉ!&* VPAT1
VMAT2
VAChThxY˄
C43ıʇʔʋ4Ŋ$FþŻžJʻ:
VPAT5
>4þŻ$F1Jɀʴ"*Ə SMSʜȁ6
PRch}koǱ4CE

Əø1"/Ƞ* GSTʛĉ SMS~jp1 GSTʛĉcbĉƈ˧ɡ
hxY˄
C43 ıʇʔʋ4Ŋ$FþŻžJʻ:
SMS 5>4þŻ$F1
Jɀʴ"* 
 
 
2-4. ȖȩȰƏ¸JȠ* VPAThxY˄5ȭȚŒğʩǋ  
2-4-1̞BMMCÜǰ̏ɛȤÜ5ʻʢ  
 BMMCsJęÿ"
SME buffer [10 mM MOPS/Tris pH 7.0
5 mM EDTA/NaOH

300 mM Sucrose
5 µg/mL leupeptin
5 µg/mL pepstatin A]0ǵ-*Ű
1,000 psi

4ºC0 10Ü˳qOobQWzma"/ɣɿJȾȽ"*900×g
4ºC
0 8Ü˳ˡŸ"/ǄȾĬɣɿJ˹*Ű
!D4 10,000×g
4ºC0 15Ü˳ˡŸ
"/ SME buffer4ÖƇȌ"*8 mM MOPS/Tris pH 7.00 20Æś˩"/Ǭ4
30Ü˳̅ɱ"
µǻ˕ĞakYJ*10,000×g
4ºC0 15Ü˳ˡŸŰ

ȁJ!D4 150,000×g
4ºC0 1ƺ˳ˡŸ"*SME buffer4ÖƇȌ"/ʻʢ
"*Üǰ̏ɛȤÜJ–80ºC0ÃĹ"* 
 ʋŏɿȤÜ5ʻʢ06
ɣɿȾȽŰ4 900×g
4ºC0 8Ü˳ˡŸ"/ǄȾĬɣ
ɿJ˹*Ű
100,000×g
4ºC0 1ƺ˳ˡŸ"
SME buffer4ÖƇȌ"*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2-4-2̞PRch}koǱ  
 _~J SDS sample buffer [125 mM Tris/HCl pH 6.8
2% SDS
10% 
β-mercaptoethanol
50% glycerol
0.02% bromophenol blue ]4/ 30Ü˳
ŀȄ0
̅ɱ"/Įž!&
11%5MYMp\0̂ǪǴï"*ǴïŰ5\
J 300 mA 0 2 ƺ˳̂ǪǴï"/roecʋ̝pore size 0.45 mm

ADVANTEC̞4ˋ×"
blocking buffer [ 25 mM Tris/HCl pH 7.4
1 mM 
EDTA/NaOH
140 mM NaCl
0.5 % BSA ] 0 4ƺ˳ŀȄ0̃ȵ"/}kW
Z"*Blocking buffer0 1,000Æś˩"* VPAT4ȖȩȰ3P_XƏʜȁ̝
ǠƏ¸̞0roecʋJ 2ƺ˳ŀȄ0̃ȵ"*Wash buffer [ 25 mM 
Tris/HCl pH 7.4
1 mM EDTA/NaOH
140 mM NaCl 
0.1% Tween 20 ] 0ro
ecʋJ 15Ü˳×2ę
ŀȄ0̃ȵ"*Ű
wash buffer0 2,000Æś˩"
*TWaifǛʾylbƏP_X IgGƏ¸̝¦ǠƏ¸
MP Biomedicals̞
Jë/ 30Ü˳
ŀȄ0̃ȵ"*Wash buffer0˻ƺ¨Ɵ"3D 23ƺ˳
̃ȵ"*ECL Kit̝GEc[M̞JȠ/aZqJǗÛ"* 
 
2-4-3̞˳ƛʚÏƏ¸ǱJȠ*ÐȪǐʑ  
Poly-L-lysine ]o"*UwVc4ľȹ!&* BMMCs J
4% 
paraformaldehydeJČ? PBS (+) [1 mM CaCl2
0.5 mM MgCl2JČ? PBS] 4̃ȵ
"
ŀȄ0 30 Ü˳ĝľ"*0.02% saponin1 1̜ BSA (sigma)
 2̜ Xʜ
ȁ(GIBCO)=*6
0.02% saponin1 1̜ BSAJČ? PBS0ŀȄ
15Ü˳ÚȜ
"/ĄȈñ
}kWZ"*ǠƏ¸JŀȄ0 1 ƺ˳þŻ!&*Ű
PBS
0 5 Ü˳×4ęǵǹ"/ǠƏ¸J˹*(5Ű
¦ǠƏ¸JŀȄ0 1ƺ˳þ
Ż!&
PBS 0 5 Ü˳×7 ęǵǹ"/¦ǠƏ¸J˹*Perma Flour Aqueous 
Mountant (IMMUNON) 0ŋÑŰ
ÓȒȑ`̑Ŷ˯ OLYMPUS FV-300 
(OLYMPUS) 0ʨň"*ÏȆ6 Ar`1 HeNe(R)`
|Nh
6 BA510IF 1 BA550RIF
BA565IF JȠ*ĈɊƏ¸6
0.5̜ BSA JČ?
PBS0ś˩"
Ƞ*Ə¸ü8ś˩Æș6Ǡb4ʭ"*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̢ǠƏ¸̤ 
P_XƏPc VPATƏʜȁ(ūȼɌŀ0ºʢ)̝29̞: 200Æś˩ 
P_XƏ VMAT2Əʜȁ (ūȼɌŀ0ºʢ)̝32̞: 500Æś˩ 
koƏPc SMSƏʜȁ (ūȼɌŀ0ºʢ) : 50Æś˩ 
PcƏychuYqƏ¸ (Abcam
ab5836) : 50Æś˩ 
PcƏeoruYqƏ¸ (Dako
M0758) : 50Æś˩ 
XƏUm~a̥Əʜȁ (Santa Cruz Biothechnology
SC-6487)  
: 25Æś˩ 
PcƏ VAMP2uYqƏ¸ (Synaptic Systems
SS104211) : 50Æś˩ 
ylbƏ VAMP3Əʜȁ (Abcam
ab72402) : 50Æś˩ 
PcƏ VAMP7uYqƏ¸ (Abcam
ab36195) : 50Æś˩ 
PcƏ VAMP8uYqƏ¸ (Santa Cruz Biothechnology
SC-166820) 
 : 50Æś˩ 
PcƏ LAMP1uYqƏ¸ (StressMarq Biosciences
SMC-140C/D)  
: 50Æś˩ 
PcƏ GM130uYqƏ¸ (BD Biosciences
610822) : 500Æś˩ 
 
̢¦ǠƏ¸̤ 
Alexa Fluor 488ǛʾƏP_X IgGƏ¸ (Molecular Probes) : 500Æś˩ 
Alexa Fluor 568ǛʾƏylb IgGƏ¸ (Molecular Probes) : 1,000Æś˩ 
Alexa Fluor 568ǛʾƏPc IgGƏ¸ (Molecular Probes) : 1,000Æś˩ 
Cy3ǛʾƏko IgGƏ¸ (Molecular Probes) : 2,000Æś˩ 
Cy3ǛʾƏX IgGƏ¸ (Amersham) : 500Æś˩ 
 
2-4-4) Ə¸5čÿĿ̗ 
 5 mL5 blocking buffer [ 25 mM Tris/HCl pH 7.4
1 mM EDTA/NaOH
140 mM 
NaCl
0.5 % BSA ]4
50 µg5 GSTʛĉ VPAT~jp1 5 µL5Ə VPATʜȁ
̝1,000 Æś˩̞JȀë"
4ºC 0ƻ̃ȵ"*(5Ű
PRch}ko
F6ÐȪǐʑ0ǠƏ¸1"/Ƞ*]o06
~jp5ɜ
ʢ0ȈÛ4Ƞ* PBSTJȀë"*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2-5. BMMCsʋŏɿJȠ*cb5ˍ˓Ƿžȅľ  
 BMMCsDʻʢ"*ʋŏɿȤÜ 25 µgJ assay buffer [20 mM MOPS/Tris pH 
7.0
0.1 M KCl
0.2 M sucrose
5 mM Magnesium acetate]4ƇȌ"
˶łʗJȀ
ëF6ǄȀë5ȗƅ0 30ºC 0 1 Ü˳OWo"*V-ATPase 5Ĥ
˄0F 5 mM ATPJë/ 30ºC0 1Ü˳OWo"*Ű
100 µM̝ 0.5 
MBq/µmol̞[3H]-spermidine̝PerkinElmer̞JȀë"/ 30ºC 0 10 Ü˳OW
o"*0.45 µm roec|Nh̝Millipore̞JȠ/čŧȎ
˞$F10ʋŏɿJok~"
ǬØ"* assay buffer0ǵ-*Ű
ǽ¸a
jaUPh̝PerkinElmer̞JȠ/ƩōǷžJȅľ"* 
 
 
2-6. RNAiǱJȠ* VPAT5ȭȚƍá  
 BMMCsJ PBS0ǵ-*Ű
3×106 cells%.Üǳ"*700×g
37ºC0 3Ü˳
ˡŸ"*ŰȁJ˹
Amaxa Mouse Macrophage Nucleofector kit̝Lonza̞5
Nucleofection mixture4ÖƇȌ"*Nucleofector I device̝Lonza̞5 Y-01~
ZJĿʝ"/RYoaǱ4CE 1 µM siRNA JɣɿÕ91
ŎÑ"
37ºC
5% CO20 72 ƺ˳OWo"*VPAT 4Ŋ$F siRNA
6Mm_1110021L09Rik_2̝Qiagen̞J
]o46 Allstar negative control 
siRNA̝Qiagen̞JȠ* 
 
 
2-7. coɣɿ5ƩÛâȋ  
2-7-1）ƏøƏ¸þŻJȠ* BMMCs5âȋ̝Əøâȋ̞  
 BMMCsJ complete RPMI 1640ģĠ4ƇȌ"
1 µg/mL anti-DNP mAb̝ sigma

clone; SPE-7̞JȀë"/ 37ºC
5% CO20 16ƺ˳Ƅº!&*700×g
ŜȄ0 3
Ü˳ˡŸŰ
Krebs ringer-HEPES/Tris [128 mM NaCl
26 mM NaHCO3
10 mM 
HEPES/Tris pH 7.4
2.4 mM CaCl2
1.9 mM KCl
1.3 mM MgSO4
1.2 mM KH2PO4

0.2% BSA]4ÖƇȌ"
5×105 cellsJ 37ºC
5% CO20 30Ü˳OWo"
*700×g
ŜȄ0 5Ü˳ˡŸ"*ŰȁJ˹
100 ng/mL DNP-HSA̝ sigma̞
JČ?Krebs ringer-HEPES/Tris010Ü˳âȋ"*Ǭ0þŻJÉǡ!&
700×g

4ºC0 3Ü˳ˡŸ"*ŰȁJęÿ"
–80ºC0ÃĹ"*DNP-HSA6 PBS4
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Ȉʩ!&**@
]o46 0.1% PBSJȠ* 
 ˶łʗJȠ*Ǘʬ06
BMMCsJ¯5ǈ±0ÚȜ"*w|NOa
6Ƅº˲ĵD 14ƺ˳Ű4 1 µM bafilimycin̝Wako̞JȀë"/ 2ƺ˳O
Wo"
¯ ˷5ƥº0A 1 µM bafilimycinJȀë"*mh±cǧɡ6 10 
µg/mL tetanus toxin̝sigma̞JȀë"/ 20ƺ˳OWo"*Ű
Ƅº"
*
 
2-7-2）ƏøƏ¸þŻJȠ* RPMCs5âȋ̝Əøâȋ̞  
 RPMCsJ complete RPMI 1640ģĠ4ƇȌ"
1 µg/mL anti-DNP mAbJȀë"
/ 37ºC
5% CO2
1 ƺ˳Ƅº!&*700×g
ŜȄ0 3 Ü˳ˡŸ"*Ű Krebs 
ringer-HEPES/Tris4ÖƇȌ"
5×105 cellJ 37ºC
5% CO20 30Ü˳OW
o"*700×g
ŜȄ0 3Ü˳ˡŸ"*ŰȁJ˹
100 ng/mL DNP-HSA

2 µM lysoPS̝Avanti̞JČ? Krebs ringer-HEPES/Tris0 10Ü˳âȋ"*Ǭ
0þŻJÉǡ!&
700×g
4ºC 0 3 Ü˳ˡŸ"*ŰȁJęÿ"
–80ºC 0Ã
Ĺ"* 
 
2-7-3̞UaPOTu|SMJȠ* BMMCs1 RPMCs5âȋ  
 BMMCsF6 RPMCsJ Krebs ringer-HEPES/Tris4ƇȌ"
5×105 cellsJ
37ºC
5% CO20 30Ü˳OWo"*700×g
ŜȄ0 5Ü˳ˡŸ"*Ű
ȁJ˹
UaPOTu|SM0F 2 µM A23187 JȀë"* Krebs 
ringer-HEPES/Tris 500 µL0âȋ"*]o46 0.1% DMSOJȀë"*
Krebs ringer-HEPES/TrisJȠ*GDJ 37ºC
5% CO20 10Ü˳OW
o"*Ǭ0þŻJÉǡ!&
700×g
4ºC0 3Ü˳ˡŸ"*ŰȁJęÿ
"
–80ºC0ÃĹ"* 
 
 
2-8. MƩÛˬ5ľˬ  
2-8-1̞iañ4CFʚÏʵŎ¸ñ  
 iañ6
García-Faroldi GD5ƳǱJƧĮ"*̝28, 33 ̞ 
 _~ 200 – 400 µL4ˈɟǫJë/ÒńˬJ 400 µL1"
Õ˥Ǜȇȕ˄
1"/ 150 nM 1,8-diaminooctaneJë*Ű
4.3%5 perchloric acidJë/ǿ
ē"
120,000×g
4ºC0 15Ü˳ˡŸ"/hxY˄˹úÚȜ"*ȁJęÿ
 
 
20 
"/̔ē sodium carbonateJ 600 µL
10 mg/mL5 dansyl chloride̝ sigma̞J 600 
µLë/ǿē"*Ű
ˢ Ï"/ 60ºC0 30Ü˳OWo"*100 mg/mL
5 L-proline̝ Wako̞J 100 µLë/ǿē"*Ű
ˢÏ"/ 60ºC0 30Ü˳O
Wo"*TolueneJ 1.5 mLë/ǿē"*Ű
2,000×g
ŜȄ0 5Ü˳
ˡŸ"*ǁǟŕJ Speedvac Plus̝ Savant J̞Ƞ/Ơȭ!&
Acetonitrile̡ water
̝7̡3̞ǿēǽ 100 µL4ÖƇȌ"
20 µLJ HPLC4ǳÑ"* 
 
2-8-2̞HPLC4CFʚÏʵŎ¸ñM5Ǜľˬ  
 HPLC4CFiañʵŎ¸5ǗÛ46 Smith MAD5ƳǱJȠ*̝ 34 ̞ 
 U6 CAPCELL PAK C18 UG120̝4.6 mm×250 mm
5 µm
˂Ȟĥ̞JȠ
*~6 Chromaster 5110̝ƶɍ̞JȠ
Ǹ˗6 1 mL/min4ʮľ"*
Ɉïŕ1ZbRo6¯5ǈ±0ʝ-* 
 
̢Ɉïǚǈ±̤ 
  Aǽ; water̡acetonitrile̡methanol =5̡3̡2 
  Bǽ; acetonitrile̡methanol=3̡2 
 
̢ZbRoǈ±̤ 
  0 – 0.2 min̡Aǽ 72%
Bǽ 28% 
  0.2 –  3 min̡Aǽ 72%
Bǽ 28% 
  3 – 13 min̡Aǽ 72-60%
Bǽ 28-40% 
 13 – 15 min̡Aǽ 60-47%
Bǽ 40-53% 
 15 – 17 min̡Aǽ 47-40%
Bǽ 60% 
 17 – 18 min̡Aǽ 40-28%
Bǽ 60-72% 
 18 – 20 min̡Aǽ 28-20%
Bǽ 72-80% 
 20 – 24 min̡Aǽ 20-15%
Bǽ 80-85% 
 24 – 29 min̡Aǽ 15-10%
Bǽ 85-90% 
 29 – 35 min̡Aǽ 10-5%
Bǽ 90-95% 
 35 – 40 min̡Aǽ 5-0%
Bǽ 95-100% 
 
̢ǗÛǈ±̤ 
 ǗÛ6
íˇǲ˰ 365 nm
ʚÏǲ˰ 510 nm0ʝ-*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2-9. ychƩÛˬ5ľˬ  
2-9-1̞ych5ƑÛ  
 ychľˬ6 Yamatodani AD5ƳǱJȠ*̝35̞ 
 _~ 100 µL4ʕȦǫJë/ÒńˬJ 1 mL1"*Ű
3 % perchloric acid
JȀë"/ǿē"
1,700×g
4ºC 0 15 Ü˳ˡŸ"/hxY˄˹úÚȜ"*
ȁ4̔ē NaCl1 125 µL5 5 N NaOHJȀë"*Ű
NaClJ̔ē!&* 1 mL
5 n-buthanolJȀë"
ǿē"*780×g
ŜȄ0 5Ü˳ˡŸ"
ǁǟŕ4 0.047 
N HClJȀë"
heptaneJë/ǿēŰ
700×g
ŜȄ0 5Ü˳ˡŸ"* 
Mc{h0ǁǟŕJ˹
37ºC0 15Ü˳OWo"/ǁǟŕJƠ
ȭ!&*Ű
50 µLJ HPLC4ǳÑ"* 
 
2-9-2̞HPLC4CFych5ľˬ  
 ƑÛ"*ych6coUʵŎ¸ñǱ4CEʚÏʵŎ¸ñ"* 
 HPLC5~U6 Diol̝ ŘǶʢºƉ 
̞U6WCX-1̝ ŘǶʢºƉ̞˺
OT¨ƟUJȠ
¯5ǈ±0ľˬ"* 
 
̢Ɉïȸ̤ 
 18 mM EDTA pH 7.5̡methanol = 4̡1
 0.6 mL/min 
 
̢þŻȸ̤ 
 125 mM sodium borate pH 10.5̡methanol = 1̡4̝o-phthalaldehyde  
 160 mg/300 mL 
̞0.2 mL/min
þŻȄŤ 70ºC 
 
̢ǗÛǈ±̤ 
 ǗÛ6
íˇǲ˰ 355 nm
ʚÏǲ˰ 440 nm0ʝ-*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2-10. hxY˄5ľˬ  
2-10-1̞BradfordǱ4CFľˬ  
 Protein assay kit̝ Biorad J̞Ƞ*_~4ʕȦǫJë/ÒńˬJ 800 µL
1"
protein assayʲʗJ 200 µLȀë"/ǿē"*ŀȄ0 10Ü˳̅ɱ"*Ű

O.D.5950čÏŤȅľ"*ǛȇhxY˄46 BSAJȠ* 
 
2-10-2̞Scaffner & WeissmannǱ4CFľˬ  
 İˬ5ȥ̇ǷžåJČ?_~5ľˬ4Ƞ*̝36 ̞ 
 _~4ʕȦǫJë/ÒńˬJ 300 µL1"*SDS buffer [1 M Tris-HCl 
pH 8.0
1% SDS]J 30 µLë/ƇȌŰ
50% TCAJ 100 µLë/ƇȌ"
20
Ü˳ŀȄ0̅ɱ"*roec}|Nh̝ pore size 0.45 µm

ADVANTEC 4̞čŧȎ˞"
5% TCA0ǵǹ"*Staining solution [0.25% amido 
scwartz 10B
methanol̡acetic acid̡wateṛ9̡2̡9]0}J 5Ü˳ǐʑ
"*Destaining solution [methanol̡ water̡ acetic aciḍ90̡ 8̡ 2]0ʃʑ"
eluting 
solution [50%̝v/v̞ethanol
25 mM NaOH
50 µM EDTA] 3 mL0ȈÛ"*Ȉ
ÛǽJ O.D.6300čÏŤȅľ"* 
 
 
2-11. nh5ʩǋ  
 ȅľÈ6ŞġÈ    ǛȇʷŚ0Ɂ"*ǁƃŚ6*P<0.05
**P<0.01

***P<0.001 0Ɂ"
¦ɳ˳5Ǩˌ06 Student’s t test
İ˪Ǘľ06 one-way 
ANOVA 4CEǗľ"*Űɸ5comco46 Dunnett’s test JȠ
ɪʫ
ʩǋg|o4 GraphPad Prism 6̝MDF̞JȠ* 
 
 
23 
ɒ 3Ɏ Ŀ̗ɧǌ  
 
 
3-1. Pc̘̙ʵŎcoɣɿ̝BMMCs̞5ʻʢ  
 ʻʢ"*coɣɿ5ɀʴ46
oOb}ǐʑǱ1|_Oo
oJȠ* 
 
3-1-1̞oOb}ǐʑ4CFȩǐʑž5ɀʴ  
 coɣɿ5Üǰ̏ɛ6ȿ˨~mTZU ƈÜ0E
̄ʑʑɡ0
FoOb}ɧĉ$F1
ȖŷȰ3ˆɢʑ̝ȩǐʑž̞JĎ$F1
ȖŷF̝Ĝ 7A
B ̞̘̙ä̖ɣɿDÜñʵŎ"* BMMCsJ
o
Ob}ǐʑǱ4CEǐʑ"*Ű
̑Ŷ˯0ʨň"/ɣɿƮJʫƮ"
Ò
ɣɿ5,ȩǐʑžJĎ$Fɣɿ5èĉJɖÛ"*(5ɧǌ
99%¯5ɣɿ
coɣɿ5Ȗŷ0FȩǐʑžJĎ"* 
 
3-1-2̞coɣɿU5ȭȚɀʴ  
 coɣɿ6̚ʧēž IgEāń¸̝FcεRI̞1 SCFāń¸̝c-kit̞Jɣɿʋʟ
̇4ȭȚ$Fɣɿ1"/ľɴ!GFGD5coɣɿU5ȭȚJ

|_OooJȠ/ʩǋ"*̝Ĝ 7A ̞FcεRI JǗÛ$F*@
IgE
J FcεRI 4ɧĉ!&*Ű
FITC Ǜʾ"*Ə IgE Ə¸JþŻ!&*Ƴ
c-kit
4Ŋ"/6 PEǛʾ"*Ə c-kitƏ¸JþŻ!&*Ǥɣɿ6 propidium iodide0
Ǜʾ$F10ʾß"
ȞɣɿȢǉ5 FITC1 PE5ʚÏJǗÛ"*(5ɧǌ

Ò¸5 93%¯5ɣɿ FcεRI1 c-kitJÓȭȚ"/*̝Ĝ 7C ̞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
(B)
FITC
PE核
c-kit
高親和性 IgE受容体
マスト細胞
(A)
101 1041031020
104
103
102
101
FI
TC
の
蛍
光
強
度
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cε
RI
)
PEの蛍光強度(c-kit)
(C)
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(A)  トルイジンブルー染色による顆粒の成熟確認（青）とフローサイトメトリーに
    よるマスト細胞マーカー検出（緑、黄）の模式図。
(B)  トルイジンブルー染色により成熟 BMMC が異染色性を呈した一例。Bar = 10 µm
(C)  フローサイトメトリーにより FcεRI と c-kit 由来の蛍光シグナルを検出した。
　　蛍光強度に閾値を設定して 4つの領域に分割し、全細胞数に占めるそれぞれの
　　領域に属する細胞数の割合を数値で示した。
　　
図 7. BMMCs の成熟確認
0.84 93.73
4.580.85
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3-2. koʈʆcoɣɿ(RPMCs)5ʻʢ  
3-2-1̞oOb}ǐʑ4CFȩǐʑž5ɀʴ  
 koʈʆDʻʢ"* RPMCs J
oOb}ǐʑǱ4CEǐʑ"
"*Ű
̑Ŷ˯0ʨň"/ɣɿƮJʫƮ"
Òɣɿ5,ȩǐʑžJĎ$Fɣ
ɿ5èĉJɖÛ"*̝Ĝ 8 ̞(5ɧǌ
96%¯5ɣɿcoɣɿ5Ȗŷ0
FȩǐʑžJĎ"* 
 
 
 
Ĝ 8. RPMCs5oOb}ǐʑ  
oOb}ǐʑ4CE RPMCȩǐʑžJĎ"*¼Bar = 10 µm 
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3-3.coɣɿ4F VPAT5ȭȚ  
 coɣɿ4 VPATȭȚ"/Fʻ:F*@
RT-PCRǱ
PRch}
koǱ
ÐȪɥɰñĻǱ4CEˤ³ĸhxY˄0 VPAT 5ȭȚJ
ʩǋ"* 
 
3-3-1̞RT-PCRǱ4CFʩǋ  
 BMMCsF6 RPMCsD total RNAJʻʢ"
VPAT
VMAT1
VMAT2
(G)G4ȖȩȰ3~OJȠ* RT-PCR Ǳ4CE
Ĉˤ³ĸ5ȭȚJ
ʩǋ"*̝Ĝ 9A ̞(5ɧǌ
ȶȰ5´ɱ̝mVPAT: 179 bp
 rVPAT: 126 bp̞
4 VPAT ˤ³ĸȢǉ PCR īŝȟȕ5wpJǗÛ"*=*
VMAT1
̝mVMAT1: 123 bp
rVMAT1: 137 bp 
̞VMAT2̝ mVMAT2: 123bp
rVMAT2: 137 
bp 5̞ˤ³ĸ
]o1"/Ƞ*vPcW{Zˤ³ĸ0FG3PDH
̝mG3PDHü8 rG3PDH: 150 bp̞Ȣǉ5wpAǗÛ"* 
 
3-3-2̞PRch}koǱü8˳ƛʚÏƏ¸Ǳ4CFʩǋ  
 BMMCsDʻʢ"*Üǰ̏ɛȤÜJ
Ə VPATʜȁJȠ*PRch}
koǱ0ʩǋ"*ɧǌ
VPAT5ƜľÜĸˬ0F 48.9 kDaˑË4wpJǗ
Û"*̝Ĝ 9B ̞5wp6
Ə VPAT ʜȁJ VPAT ~jp4čÿ!&*
Ű4þŻ!&F1Ǽĳ"
VPATȖȩȰ0F1Jɀʴ"* 
 =*
ƏVPATʜȁJȠ*˳ƛʚÏƏ¸Ǳ4CEBMMCsJǐʑ"*ɧǌ

̏ɛȗ5aZqJǗÛ"*̝ Ĝ 9C ̞5aZq6
Ə VPATʜȁJ VPAT
~jp4čÿ!&*Ű4þŻ!&F1Ǽĳ"̝preabs. 
̞VPAT ȖȩȰ0F
1Jɀʴ"*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（A） BMMCs あるいは RPMCs から total RNA を調製し、VPAT、VMAT1、VMAT2
        に特異的なプライマーを用いて RT-PCR した。
（B）BMMCs の分泌顆粒画分を SDS 電気泳動後、抗 VPAT 抗体を用いてウエスタ
    ンブロットした。推定分子量（48.7 kDa）よりやや高い位置（約 53 kDa）に
    VPAT 由来のバンドを検出した（矢印、左）。また、抗 VPAT 抗体を VPAT
　　ペプチドに吸収させた後に反応させた（右、Preabs.）。
（C）抗 VPAT 抗体を用いた間接蛍光抗体法により VPAT 由来のシグナルを検出し
　　た（緑）。また、VPAT ペプチドで抗 VPAT 抗体を吸収させた後に反応させた。
　　（inset、Preabs.）。Bar = 10 µm
図 9. BMMCs における VPAT の発現
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3-4. coɣɿ4F VPAT5Œğ  
 coɣɿ4/ VPAT5Œğ$F̏ɛJĊľ$F*@
BMMCsJȠ/
VPAT1ĈɊUhxY˄J¦˪ǐʑ"* 
 
3-4-1̞VPAT1Üǰ̏ɛÕńȕU5ŒğǨˌ  
 coɣɿ6ʣƮ5ȩ3FÜǰ̏ɛJƖ.ĄʀžɁĖ!G/E
̏ɛÕ
ńȕ0Fych1eor
Um~a D 5Œğ6ȩ3F1Ħď!G
/F̝37 ̞(0
BMMCsJȠ/GD5̏ɛU1 VPAT5Œğ
JǨˌ"*ɧǌ
%G5U1A;1K2ÓŒğ"3-*̝Ĝ 10 ̞ 
 
3-4-2̞VPAT1Üǰ̏ɛʋhxY˄U5ŒğǨˌ  
 Üǰ̏ɛʋ1ɣɿʋ5ʋʛĉ4˴IE
Üǰ̏ɛ4Œğ$F v-SNAREhx
Y˄0F vesicle-associated membrane protein̝VAMP̞4ȹȶ"*coɣ
ɿ4/6
VAMP2
VAMP3
VAMP7
VAMP85 4.5_}hO~ȭȚ
$F1Ħď!G/F̝38 ̞=*
VAMP76ychƩÛ
VAMP71
VAMP8 6ychƩÛü8eorƩÛ4˴$FƳ0
VAMP2 1
VAMP3 6ychü8eorƩÛ4˴"31Ħď!G/F
̝37, 3941 ̞GD5 VAMP1 VPAT5ŒğJǨˌ"*ɧǌ
VPAT6 VAMP3
1ÓŒğ"*̝Ĝ 11 ̞ƔıĜJ>F1
̏ɛȗ4 merge"*aZq>/1
GF̝Ⱥ̍ ̞Ƴ
VAMP2
VAMP7 16ÓŒğ&%
VAMP8 1A(G;2
ŪÓŒğ6Ɂ!3-*̝Ⱥ̍ ̞ 
 
3-4-3̞VPAT1ɣɿÕTVtU5ŒğǨˌ  
 VPATɣɿÕTVt4Œğ$FĄʀžAɷDG**@
gg
U0FLAMP-1F6^b¸U0FGM13015ŒğAǨˌ
"*̝Ĝ 12 ̞(5ɧǌ
%G5U1A VPAT6ÓŒğ"3-* 
 
3-4-4̞VPAT1cĉƈ˧ɡ5ŒğǨˌ  
 ˑş
ŏɿĢ5och1
(5ˍ˓Ĥ˄5ĉƈ˧ɡȸ§ºȠ$
FĄʀžɁĖ!G/F̝42 ̞(0
VPAT1cĉƈ˧ɡ5Œğ
JǨˌ$F1
ɸ6ÓŒğ"/*̝Ĝ 13 ̞ 
HistamineVPAT Merge
Merge
VPAT Serotonin Merge
VPAT Cathepsin D Merge
二重免疫染色法により VPAT（緑）と顆粒内容物であるヒスタミン、セロトニン、
カテプシン D（赤）をそれぞれ染色し、VPATと各マーカーを重ね合わせた（黄）。
Insetは重ね合わせた図の拡大図。Bar = 10 µm
図 10. BMMCsにおける VPATと分泌顆粒内容物の局在比較
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VPAT VAMP2 Merge
VPAT VAMP7 Merge
VAMP8VPAT MergeVPAT VAMP8 Merge
VPAT VAMP3 Merge
30
二重免疫染色法により VPAT（緑）と分泌顆粒に局在する VAMP2、VAMP3、VA
MP7、VAMP8（赤）をそれぞれ染色し、重ね合わせた（黄）。Insetは重ね合わせた
図の拡大図。Bar = 10 µm
図 11. BMMCsにおける VPATと VAMPの局在比較
VPAT LAMP1 Merge
VPAT GM130 Merge
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VPAT Spermine 
synthase
Merge
二重免疫染色法により VPAT（緑）とスペルミン合成酵素（赤）を染色し、
重ね合わせた（黄）。Insetは重ね合わせた図の拡大図。Bar = 10 µm
図 13. BMMCsにおける VPATとスペルミン合成酵素の局在比較
二重免疫染色法により VPAT（緑）と細胞内オルガネラマーカーのうちリソソー
ムマーカーである LAMP-1、ゴルジ体マーカーである GM130（赤）をそれぞれ染
色し、重ね合わせた（黄）。Insetは重ね合わせた図の拡大図。Bar = 10 µm
図 12. BMMCsにおける VPATとオルガネラマーカーの局在比較
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3-5. coɣɿʋŏɿȤÜ5M5ˍ˓Ƿžȅľ  
 coɣɿ4/Ŀ˼4 VPAT Mˍ˓Jƒʻ:F*@

BMMCs Dʻʢ"*ʋŏɿȤÜJȠ/cb5ˍ˓ǷžJȅľ"*
̝Ĝ 14 ̞ʋŏɿȤÜ4 V-ATPase5Ĥ˄0F ATPJȀë"
VPAT5̖ïê
0F H+ȍŤð˦JŬƈ!&*Ű4
ƩōžǛʾ"* 100 µMcbJ
Ȁë"/ 10ÜŰ5ƩōǷžJʻ:F1
cb5ˍ˓Ƿž>DG*̝ Ĝ
14B ̞5ˍ˓Ƿž6
VPATJČ? SLC18|L5˶łʗ0F 1 µM 
e{JȀë$F1µ"*=*
VPATJ6#@ŏɿĢ5och
5Ȗŷ0F H+ȍŤð˦¾ĹžF2ʻ:F*@
V-ATPase5˶ł
ʗ0F 50 nM w|NOa A1JȀë"*ħĉ4A
cb5ˍ˓
Ƿžµ"* 
 =*
˞çˬ̝5 mM̞5̆Ʃōžc
cb
eor

ychJȠ*cbˍ˓5ɐĉ˶łĿ̗Jʝ-*̝Ĝ 14C ̞(5
ɧǌ
cbˍ˓Ƿž6
c
cb
ych
e
or5Ȁë4CEµ"*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Ĝ 14. BMMCsʋŏɿ5cb5ˍ˓Ƿžȅľ  
(A) cbˍ˓Ƿžȅľɝ5ǜŦĜ 
(B)  BMMCsDʻʢ"*ʋŏɿȤÜ4 5 mM ATPJȀë"/ H+ȍŤð˦JŬ  
    ƈ!&*Ű4
100 µMcbJȀë"/ 10ÜŰ5cb5 
    ˍ˓ǷžJȅľ"
1 µM e{1 50 nM w|NOac 
  b5ˍ˓Ƿž4ü<$ŭ̊Jʻ:*one-way ANOVA4CEİ˪Ǘ 
  ľ"
comco1"/ Dunnett’s test4CEʩǋ"*̝n=3
È6Şġ 
  È± ǛȇʷŚ
N.D. = not detected
**P<0.01
***P<0.001 ̞ 
(C) cbJȀë"/ 10ÜŰ5cb5ˍ˓5ɐĉĿ̗5 mM 
    5̆Ʃōžc
cb
ychcb5ˍ˓ 
    Ƿž4ü<$ŭ̊Jʻ:*ATP̆Ȁëƺ5cb5ˍ˓ǷžJt 
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    VmN}]o1"/Ɂ"*one-way ANOVA4CEİ˪Ǘľ"
 
    comco1"/ Dunnett’s test4CEʩǋ"*̝ n=4-7
È6ŞġÈ ± Ǜ 
    ȇʷŚ
**P<0.01
***P<0.001 ̞ 
 
 
3-6. coɣɿD5M5ƩÛȅľ  
3-6-1̞Əøâȋ1OTu|SMâȋ4CF RPMCsD5MƩÛ  
 ƈȔcoɣɿ0F RPMCs Jâȋ"*ƺ4MƩÛ!GFʻ
:*̝Ĝ 15 ̞RPMCsJƏ DNP-IgEƏ¸0 1ƺ˳Ƅº"
100 ng/mL DNP-HSA
ü8 2 µM lysoPSJȀë"/ 37ºC0 10Ü˳âȋ$F1
c1c
bƩÛ!G*=*
UaPOTu|SM0F 2 µM A23187JȠ
/ 37ºC0 10Ü˳âȋ$F10Ac1cbƩÛ!G* 
 
 
Ĝ 15. RPMCsD5MƩÛ  
RPMCs J 100 ng/ml 5ƏøF6UaPOTu|SM0F 2 µM 
A23187JȠ/ 37ºC0 10Ü˳âȋ"*ƺ5M5ƩÛˬ]o
46Əø5Ȉķ4Ƞ* 0.1% PBS
F6 A23187 5Ȉķ4Ƞ* 0.1% 
DMSO JȠ*one-way ANOVA 4CEİ˪Ǘľ"
comco1"/
Dunnett’s test4CEʩǋ"*̝n=3-6
È6ŞġÈ ± ǛȇʷŚ
***P<0.001 ̞ 
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3-6-2̞BMMCsD5MƩÛ5ƏøȍŤ¾Ĺž  
 coɣɿD5MƩÛ
25ȍŤ5Əø4CEƂˇ!GF5
ʻ:*BMMCsJ 1 µg/mL5Ə DNP-IgEƏ¸0 16ƺ˳Ƅº"*Ű
0
1
10̟
100̟1000 ng/mL5ĈȍŤ5ƏøJȀë"
37ºC0 10Ü˳âȋ"*̝Ĝ 16 ̞
(5ɧǌ
cb6ƏøȍŤ¾ĹȰ4ƩÛ!GF54Ŋ"
c
6 0–1 ng/mL06;1K2ƩÛ!G%
10 ng/mL¯5Əø0ƩÛ!G* 
 
 
Ĝ 16. BMMCsD5MƩÛ5ƏøȍŤ¾Ĺž  
BMMCsJ 1 µg/mL5Ə DNP-IgEƏ¸0 16ƺ˳Ƅº!&*Ű
0
1
10 1̟00̟
1000 ng/mL5ĈȍŤ5ƏøJȀë"
37ºC0 10Ü˳âȋ"*ƺ5MƩ
Ûˬ]o46Əø5Ȉķ4Ƞ* 0.1% PBSJȠ
(5¬5ǈ±6
Ò/Ɲ*̝n=3 ̞ 
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3-6-3̞Əøâȋ4CF BMMCsD5MƩÛ5ƺ˳¾Ĺž  
 coɣɿD5MƩÛ1ychƩÛ0
ƺ˳¾ĹȰ3ƩÛ~
|LO5ˠF52ʻ:*BMMCs J 1 µg/mL 5Ə DNP-IgE
Ə¸0 16ƺ˳Ƅº!&*Ű
100 ng/mL DNP-HSA4CE 37ºC0 0
2
5
10

30 Ü˳Əøâȋ"*̝Ĝ 17 ̞(5ɧǌ
c
cb
ych
ƺ˳¾ĹȰ4ƩÛ!G
c1cb06]o0
A 5Ü0ŏ!3ƩÛ5{YĹğ"*=*
ƏøâȋD 30ÜŰ0Ayc
h1cb̔ē"/354Ŋ"/
c6µÌċ
>DG* 
 
 
Ĝ 17. BMMCsD5MƩÛ5ƺ˳¾Ĺž  
100 ng/mL5 DNP-HSAƏøJȠ/ BMMCsJ 37ºC0 0
2
5
10
30Ü˳
âȋ"*ƺ5c̝ř 
̞cb̝ą 
̞ych̝̞5
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ƩÛˬ	6ƏøJȀë"*ƺ
6ƏøJȀë"/3ƺ5ĈM5Ʃ
Ûˬ]o46Əø5Ȉķ4Ƞ* 0.1% PBSJȠ
(5¬5ǈ±6
Ò/Ɲ*̝n=3-4 ̞ 
 
3-6-4̞Əøâȋ4CF BMMCsD5MƩÛ5 Ca2+¾Ĺž  
ychJ6#@Üǰ̏ɛÕńȕ5coɣɿD5˲ĂƩÛ46
ɣɿÕ
Ca2+ȍŤ5Ʒ˴$F(0
M5ƩÛ5 Ca2+¾ĹžJʻ:*
UaPɓ5˭ŔOT5Wh0F 1 mM EGTA 5Ĺğ0
100 
ng/mL5Əø0 37ºC
10Ü˳ BMMCsJâȋ$F1
c1cb
5ƩÛˬ(G)G 86.5%
98.1%µ"
ych6ǗÛ03-*̝ Ĝ
18A ̞=*
UaPOTu|SM0F 2 µM A23187 JȠ/ 37ºC
10
Ü˳âȋ"
ɣɿį5 Ca2+JɣɿÕ9ǸÑ!&F1
c1cb

ychƩÛ!G*̝Ĝ 18B ̞ 

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Ĝ 18. BMMCsD5MƩÛ5UaP¾Ĺž  
(A) 1 mM EGTAJȠ/ɣɿįUaPOTJWo"
BMMCsJ37ºC  
0 10 Ü˳Əøâȋ"*ƺ5c
cb
ych5ƩÛ
ˬEGTA5Ȉķ4Ƞ* 0.1% DMSOJȀë"
Əøâȋ"*]o
5ÈJ 100%1"
c
cb
ychƩÛˬ5ɫŊ
È6(G)G
4.2  0.3 pmol/5×105 cells
 34.2  5.4 pmol/5×105 cells
158 
 14.7 pmol/5×105 cells0-*̝ n=3-4̞ 
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(B) 2 µM A23187JȠ/ BMMCsJ 37ºC0 10Ü˳âȋ"*ƺ5c
̝ř 
̞cb̝Ĳ 
̞ych̝ą̞5ƩÛˬ]o4
6 0.1% DMSOJȠ*Student’s t test4CEǗľ"*̝ n=3–4
È6
ŞġÈ  ǛȇʷŚ
*P<0.05
**P<0.01
***P<0.001 ̞ 
 
3-6-5̞BMMCsD5MƩÛ5ȄŤ¾Ĺž  
 ˲ĂƩÛJĵ@
ʐ4hxY˄5˴$FƩÛ6ȄŤ¾ĹžJɁ"
µ
Ȅǈ±0˶ł!GF(0
37ºC
20ºC
0ºC0 BMMCsJ 10Ü˳Əøâȋ
"*̝Ĝ 19 ̞(5ɧǌ
c1cb5ƩÛˬ 20ºC 06(G
)G 90.7%
90%
0ºC06(G)G 97%
96.8%µ"* 
 
 
Ĝ 19. BMMCsD5MƩÛ5ȄŤ¾Ĺž  
37ºC
20ºC
0ºC5ǈ±0 BMMCsJ 10Ü˳Əøâȋ"*ƺ5c1
cb5ƩÛˬ37ºC 0Əøâȋ"*ƺ5c
cbƩ
ÛˬJ 100%1"
(G)GɫŊÈ6 2.7  0.2 pmol/5×105 cells
20.2  2.0 
pmol/5×105 cells0-*one-way ANOVA4CEİ˪Ǘľ"
comco1
"/ Dunnett’s test4CEʩǋ"*̝ n=3-5
È6ŞġÈ ± ǛȇʷŚ
***P<0.001 ̞ 
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3-6-6̞BMMCsD5MƩÛ5˶łʗƄāž  
 M5ƩÛ4 VPAT ˴$Fʻ:F*@
VPAT 5̖ïê0F
H+ȍŤð˦JŬƈ$F V-ATPase
F6
VPAT1Ċ#̏ɛ4Œğ"˲ĂƩ
Û4˴$F1Ɯȅ!GF VAMP34Ŋ$F˶łʗ4CFŭ̊JǗʬ"*Əø
âȋ4CF BMMCsD5c1cb5ƩÛ6
V-ATPase5˶
łʗ0F 1 µM w|NOa A1JȀë$F1
(G)G 51.5%
45.2%
µ"*̝Ĝ 20A ̞ 
 ¦˪ÐȪǐʑ5ɧǌ
VPAT6 VAMP31ÓŒğ"/*(0
VAMP2

VAMP3JÜʩ$FɃɦǧɡ0F 10 µg/mLmh±cǧɡJȀë"/ 36ƺ˳Ú
Ȝ"*Ű
BMMCsJ 37ºC0 10Ü˳Əøâȋ"*̝Ĝ 20B ̞(5ɧǌ
c
1cb5ƩÛ(G)G 46.3%
56.5%µ"*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Ĝ 20. BMMCsD5MƩÛ5˶łʗƄāž  
(A) V-ATPase5˶łʗ0F 1 µM w|NOa̝ BF J̞Ȁë"/ BMMCs 
J 37ºC 0 10 Ü˳Əøâȋ"*ƺ5c1cb5ƩÛˬw|
NOa5Ȉķ4Ƞ* DMSOJȀë"
Əøâȋ"*]o5c
1cbƩÛˬJ 100̜1"
ɫŊÈ6(G)G 6.9  0.8 
pmol/5×105 cells
25.7  1.0 pmol/5×105 cells0-*Student’s t test4CE
Ǘľ"*̝ n=3-4
È6ŞġÈ ± ǛȇʷŚ
**P<0.01
***P<0.001 ̞ 
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(B) 10 µg/mLmh±cǧɡ̝TeNT̞JȀë"/ 36ƺ˳ÚȜ"*Ű
BMMCsJ
37ºC0 10Ü˳Əøâȋ"*ƺ5c1cb5ƩÛˬTeNT
JȀë"/3]o5c1cbƩÛˬJ 100̜
1"
ɫŊÈ6(G)G 5.6  0.7 pmol/5×105 cells
24.6  1.7 pmol/5×105 
cells0-*Student’s t test4CEǗľ"*̝ n=3
È6ŞġÈ  Ǜ
ȇʷŚ
*P<0.05
**P<0.01
̞ 
 
 
3-7. VPATȭȚƍáM5ˍ˓1ƩÛ4ü<$ŭ̊  
 VPAT coɣɿ4FMˍ˓ü8ƩÛ4˴$F1JCE
ȷƛȰ4ʰƸ$F*@4
VPAT5ȭȚƍáĿ̗Jʝ-* 
 
3-7-1̞RNAiǱ4CF VPATȭȚƍá5ɀʴ  
 VPATȖȩȰ3 siRNAJȠ* RNAiǱ4CE
VPATˤ³ĸJukYiP
"*VPAT ȖȩȰ~OJȠ*MhO PCR Ǳ4CEʩǋ"*ɧ
ǌ
VPAT ˤ³ĸ5ȭȚˬɞ 95%µ"*̝Ĝ 21A ̞5ƺ
VMAT2 ˤ³
ĸ5ȭȚˬ4Įñ6ʥDG3-*Ĉˤ³ĸ5ȭȚˬ6 G3PDH5ȭȚˬ0è
F10ʦǔñ"*=*
hxY˄05ȭȚµJʻ:F*@
˳
ƛʚÏƏ¸Ǳ4CE–RNAi1+RNAi5ɣɿJĊƺĊǈ±0ǐʑƢŭ"
VPAT
5aZqŪŤJʻ:*(5ɧǌ
VPAT ȭȚƍá4C-/ VPAT 5aZq
ŪŤȃũ"*̝Ĝ 21B ̞5ƺ
VMAT2 5aZqŪŤ4ı3Įñ6
>DG3-* 
 
3-7-2̞VPATȭȚƍá BMMCsʋŏɿ5cbˍ˓Ƿž4ü<$  
      ŭ̊  
 VPAT5ȭȚˬµ4CE
coɣɿʋŏɿȤÜ5cbˍ˓ʀ2
5ɉŤµ$Fʻ:*RNAi4CE VPAT5ȭȚJƍá"*Ű
BMMCs5
ʋŏɿȤÜJʻʢ"
cbˍ˓ǷžJȅľ"*̝Ĝ 22 ̞V-ATPase 5
Ĥ˄0F ATPJ 5 mMȀë"
VPAT5̖ïê0F H+ȍŤð˦JŬƈ!&
*Ű4
ƩōžǛʾ"* 100 µM 3H-cbJȀë$F1
cb
5ˍ˓Ƿž]o4Ǩ:/ǁƃ4µ"*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3-7-3̞VPATȭȚƍá BMMCsD5MƩÛ4ü<$ŭ̊  
 VPAT5ȭȚˬµ4CE
coɣɿD5MƩÛˬ25ɉŤµ
$Fʻ:*RNAi4CE VPAT5ȭȚJƍá"*Ű
BMMCsJ 1 µg/mL
Ə DNP-IgEƏ¸0 16ƺ˳Ƅº"
100 ng/mL DNP-HSA4CE 37ºC0 10Ü˳
Əøâȋ$F1
c1cb5ƩÛˬ(G)G 95.1%
42.7%
µ"*̝Ĝ 23A ̞5ƺ
ych5ƩÛˬA 54%µ"/E
Əøâ
ȋ1Ċƺ4 1 mM cJȀë$F1µș 20%4ęŴ"*̝Ĝ 23B ̞
–RNAi0 1 mMcJȀë"/AychƩÛˬ5ǁƃ3īë6ʥD
G3-* 
RNAiControl
VPAT VPAT
VMAT2VMAT2
(A)
(B)
100
0
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(A)  RNAi 法により VPAT 遺伝子の発現を抑制し、各遺伝子の発現量変化をリア
       ルタイム PCR 法により解析した。VPAT と VMAT2 遺伝子の発現量は、G3P
        DH の発現量を用いて規格化した。Student s t test により検定した。（n=3、値
    は平均値 ± 標準誤差、***P<0.001）。
(B)  RNAi 法により VPAT 遺伝子の発現を抑制し、免疫組織化学法により VPAT
          タンパク質のシグナルを検出した（緑）。Bar = 10 µm
図 21. VPAT 発現抑制の確認
’
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Ĝ 22. VPATȭȚƍácbˍ˓Ƿž4ü<$ŭ̊  
VPAT5ȭȚJƍá"* BMMCsDʻʢ"*ʋŏɿȤÜJȠ/
cb
5ˍ˓ǷžJȅľ"*]o5cbˍ˓ǷžJ 100%1"

ɫŊÈ6 0.26  0.07 nmol/mg protein0-*Student’s t test4CEǗľ"
*̝ n=3
È6ŞġÈ ± ǛȇʷŚ
*P<0.05 ̞ 
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Ĝ 23. VPATȭȚƍáMƩÛ4ü<$ŭ̊  
(A) VPAT5ȭȚJƍá"* BMMCsJƏøâȋ"*ƺ5c1c 
b5ƩÛˬ]o5c1cbƩÛˬJ 100%1
"
(G)G5ɫŊÈ6 3.3  0.6 pmol/5×105 cells
25.3  2.2 pmol/5×105 
cells0-*Student’s t test4CEǗľ"*̝ n=3-4
È6ŞġÈ ± Ǜ
ȇʷŚ
**P<0.01 ̞ 
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(B) VPAT5ȭȚJƍá"* BMMCsJ 1 mMc5Ĺğ
̆Ĺğ0
Əøâȋ"*ƺ5ych5ƩÛˬ]o5ychƩÛˬJ
100%1"
ɫŊÈ6 297.4  37.5 pmol/5×105 cells0-*Student’s t test
4CEǗľ"*̝ n=4
È6ŞġÈ  ǛȇʷŚ
**P<0.01
***P<0.001 ̞ 
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ɒ 4Ɏ ɷň  
 
 
4-1. coɣɿ4F VPAT4CFM5ȍɯǟǘ  
 ǆȼɌD
VPATcoɣɿ4ȭȚ"
VAMP3˺ž5Üǰ̏ɛ4Ĺğ$
F1ƸD13-*̝Ĝ 912
24 ̞BMMCsDʻʢ"*ʋŏɿ6c
bˍ˓ǷžJƖ,
5ˍ˓Ƿž6
V-ATPase5Ĥ˄0F ATP¾Ĺž

V-ATPase˶łʗ0Fw|NOa95Ƅāž
SLC18|L5˶ł
ʗ0Fe{95ƄāžJɁ"
ƶǺD5Ħď4F VPAT 5ž˄1
ʎ"/*̝ Ĝ 14B̞̝ 29 ̞=*
VPATˤ³ĸ4ȖȩȰ3 siRNAiÚȜ4CE

5ʋŏɿ95 ATP ¾Ĺž5cbˍ˓6Ǽĳ"*̝Ĝ 22 ̞GD5
ɧǌ6
VPATcoɣɿ5Üǰ̏ɛ95MȍɯJƒ-/F¥JɁ
"/F BMMCsDʻʢ"*ʋŏɿJȠ*ɐĉĿ̗5ɧǌ06
c

cb
ych
eor5Ȁë4CEcbˍ˓
Ƿžµ"*̝Ĝ 14C ̞ƶǺD5Ħď1ĊǙ5Ìċ0-*
eor
6 ATPJȀë"3ħĉ1ĊɉŤ=0µ"
c
cb
y
ch6 ATP JȀë"3ħĉCEAǷžµ"/*̝29 ̞G6

VPAT1 FoF1-ATPaseJɜʢÖǘƈ"*~mTgJȠ*ƶǺD5
ɝ16ȩ3E
coɣɿDʻʢ"*ʋŏɿJȠ/ʩǋ"/F*@
ATP
JȀë"/3ħĉ4wkYZPp̚56
ɣɿʋĢ5āïˍ˓¸
4CFÁ˛ƔƬB̆ȖȩȰ3ɧĉ4CFŭ̊+1ɷDGFGDɧǌD

VPAT6
1¿̝uM̞D 4¿̝c̞=05ŝŢĤ˄5ʴʾ
˥´JƖ-/E
Ĥ˄4CEʴʾǥĤȩ3F1Ɯň!GF
(GD4˴
$FȻʥ6Ǆ+ŲDG/3 
 ¦˪ÐȪǐʑ4CFʩǋD
VPAT6cĉƈ˧ɡ1ÓŒğ$FĄʀ
žɁĖ!G*̝Ĝ 13 ̞ˑş
ŏɿĢ5och6(5ˍ˓Ĥ˄5ĉ
ƈ˧ɡ1ȸ§ºȠ"/FĄʀžɁĖ!G/F̝42 ̞ƍážɃɦ³˟ȕ˄
0FGABA1Za5ÜǰŏɿÕˍ˓JćFŏɿĢGABAoch
̝VGAT̞6
GABA ĉƈ˧ɡ̝GAD̞4Ŋ$FɧĉǷžJƖ,
ǟʀȰ4
ÓŮ$F1Ħď!G/E
5ȸ§ºȠ6ÜǰŏɿÕ95îșȰ3
GABA ˍ˓4Ņ"/F1ɷDG/FǆȼɌCE
VPAT Ac
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ĉƈ˧ɡ1ȸ§ºȠ$F10c5îșȰ3Üǰ̏ɛÕˍ˓Jʝ-
/FĄʀžɁĖ!G*̝Ĝ 24 ̞=*
VPATcbĉƈ˧ɡ1Ó
Œğ$FĄʀžAɷDG
M5ĉƈ˧ɡ4CE
VPATÜǰ̏ɛÕ
9ˍ˓$FĤ˄5ˣƐžǭ=F5A"G3ªŰ
VPAT1Mĉ
ƈ˧ɡ5PRch}koJȠ*ɧĉĿ̗B
BiacoreJȠ*hxY˄
˳ȸ§ºȠʩǋŹʤ0F 
 
4-2. coɣɿ4F VPAT5MƩÛ95˴  
 ǆȼɌCE
VPAT6
coɣɿ4/c1cb5ƩÛ
4˴$F1ƸD43-*̝Ĝ 2324 ̞ 
 coɣɿ6
Əøâȋ4CEcb+03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図 24. 本研究で得られた結果
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VPATは、マスト細胞において VAMP3陽性顆粒に存在した。膜小胞画分のスペル
ミジン輸送活性は、VPATの阻害薬（レセルピン）と V-ATPaseの阻害薬（バフィ
ロマイシン）に感受性を示した。また、マスト細胞は、抗原刺激あるいはカルシウ
ムイオノフォア（A23187）刺激によりスペルミンとスペルミジンを放出した。これ
らポリアミンの放出は、VAMP3を分解する神経毒素（テタヌス毒素）とレセルピ
ンに対する感受性、Ca2+依存性、温度感受性を示した。さらに、VPATの発現抑制
によりポリアミンとヒスタミンの放出量が低下し、スペルミンの添加によりヒスタ
ミン放出量が回復した。
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Vesicular polyamine transporter mediates vesicular storage and release of 
polyamine from mast cells.     
Tomoya Takeuchi, Yuika Harada, Satomi Moriyama, Kazuyuki Furuta, Satoshi 
Tanaka, Takaaki Miyaji, Hiroshi Omote, Yoshinori Moriyama , Miki Hiasa.  
 J. Biol. Chem. (in press) IF:4.258. 
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